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Beschreibunq 



Prophvlaxe und Therapie von Infektionserkrankunqen 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Wirkstoffen, die 
zur Prophylaxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten geeignet 
sind. 



10 Da Infektionskrankheiten nach wie vor weltweit ein sehr grolies medizi- 
nisches Problem darstellen, sind Studien zur Behandlung und zur Pro- 
phylaxe derartiger Erkrankungen schon lange Gegenstand intensiver 
Forschung. Beispielsweise werden standig immense Kosten aufgewen- 
det, um neue Antibiotika zu entwickeln. Diese Antibiotika sind notwen- 
15 dig, um Bakterien, Pilze, Protozoen oder Parasiten als Erreger von In- 
fektionskrankheiten bekampfen zu konnen. Insbesondere muB hierbei 
den sich laufend neu entwickelnden Resistenzen der Erreger Rechnung 
getragen werden, was zunehmend problematischer wird. 

20 Eine besondere Schwierigkeit stellt die Behandlung von Infektionskrank- 
heiten dar, die durch Viren oder Prionen verursacht sind. Aufgrund eines 
fehlenden eigenen Stoffwechsels sind diese Erreger nicht mit Antibiotika 
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angreifbar, so daS im allgemeinen nur eine Behandlung der Symptome 
moglich ist. 

Um die Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankheiten zu verbes- 
5 sern und insbesondere den erwahnten Problemen Rechnung zu tragen, 
stellt sich die Erfindung die Aufgabe, Wirkstoffe bereitzustellen, die in 
besonderer Weise zur Prophylaxe und Therapie von Infektionskrankhei- 
ten geeignet sind. 

10 Die Aufgabe wird gelost durch eine Verwendung von Hemmstoffen, wie 
sie in Anspruch 1 und in den abhangigen Anspruchen 2 bis 10 beschrie- 
ben ist. Die Anspruche 11 bis 13 betreffen entsprechende pharmazeuti- 
sche Zusammensetzungen. Der Wortlaut samtlicher Anspruche wird 
hiermit durch Bezugnahme zum Inhalt dieser Beschreibung gemacht. 

15 

ErfindungsgemaS werden zur Prophylaxe und/oder Therapie von Infek- 
tionskrankheiten Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase und/oder 
Hemmstoffe von Produkten, die durch die von der sauren Sphingomyeli- 
nase katalysierte Reaktion entstehen, verwendet. Zu diesen Produkten 
20 zahlt insbesondere Ceramid, welches durch die Spaltung von Sphingoli- 
piden entsteht. Versuche, die zu dieser neuen Verwendung von Hemm- 
stoffen dieser Art gefuhrt haben, zeigten, dali hierdurch die Infektion eu- 
karyotischer Zellen mit verschiedenen pathogenen Organismen, bei- 
spielsweise Bakterien, Viren, Pilze und Parasiten, effektiv verhindert 
25 werden kann. 



Diese uberraschenden Ergebnisse beruhen darauf, daS ceramidreiche 
Membranplattformen in der Zellmembran von eukaryotischen Zellen fur 
eine Infektion eukaryotischer Zellen mit pathogenen Erregern notwendig 
30 sind. Diese grolieren Plattformen in der Zellmembran der eukaryoti- 
schen Zellen werden durch Fusion von sehr kleinen distinkten Domanen 
in der Zellmembran, sogenannten Rafts, gebildet. Diese Rafts bestehen 
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aus Cholesterol und Sphingolipiden, insbesondere Sphingomyelin, die 
sehr fest miteinander assoziieren, wodurch sie sich von den Phospholi- 
piden der Zellmembran trennen und diese kleinen distinkten Domanen 
bilden. 

Ergebnisse. die zur Erfindung fuhrten, zeigten, daS diese kleinen Rafts 
durch das Enzym saure Sphingomyelinase und das durch die von die- 
sem Enzym katalysierte Reaktion freigesetzte Ceramid zu den erwahn- 
ten groSeren Plattformen fusioniert werden. 



10 





Eine physiologische Bedeutung dieser Plattformen wurde bereits ktirz- 
lich von Grassme et al. beschrieben (J. Biol. Chem. 276, 20589-20596 
(2001); J. Immunol. 168, 298-307 (2002)). Die Autoren konnten zeigen, 
dad diese ceramidreichen Plattformen der Vermittlung von Signalen aus 
15* dem Extrazellularraum in das Zellinnere dienen. Hierbei wird zunachst 
durch Aktivierung verschiedener Rezeptoren, z. B. CD95 und CD40, ei- 
ne Translokation des Enzyms saure Sphingomyelinase hin zur AuBen- 
seite der Membran induziert. Hier setzt die saure Sphingomyelinase aus 
Sphingomyelin Ceramid frei, das spontan in Rafts aggregiert. Dadurch 
20 kommt es zur Transformation von Rafts in sehr hydrophobe Membran- 
bereiche. Diese Ceramidaggregate zeigen weiterhin die Tendenz, spon- 
tan zu groSeren Membranplattformen zu fusionieren. In diesen cera- 
midreichen Membranplattformen clustern aktivierte Rezeptoren wie 
CD95 und CD40, was fur die Vermittlung eines Signals uber diese Re- 
25 zeptoren in die Zelle notwendig ist. 

Interessanterweise konnte nun im Rahmen der Erfindung gezeigt wer- 
den, dali diese Plattformen zusatzlich ein Eindringen von pathogenen 
Organismen uber diese entsprechenden Membranabschnitte ermogli- 
30 chen. An der Bildung dieser „Eintrittsturen" fur pathogene Organismen in 
die eukaryotische Zelle ist das Enzym saure Sphingomyelinase ent- 
scheidend beteiligt, da Ceramide als Produkte der von diesem Enzym 




katalysierten Reaktion die Membranplattformen bilden. Ausgelost wird 
dieser Vorgang dadurch, dafc durch die Erreger uber einen bisher noch 
nicht bekannten Mechanismus die saure Sphingomyelinase dazu veran- 
laBt wird, in intrazellularen Vesikeln an die Zelloberflache bzw. in die 
5 aufSere Seite der Membran transportiert zu werden. Dort wird durch das 
Enzym der Abbau von Sphingomyelin zu Ceramid in der Membran be- 
wirkt. 





Eine Aufgabe des Enzyms saure Sphingomyelinase wurde auch im Zu- 
10 sammenhang mit der Invasion von Gonokokken in eukaryotischen Zel- 
len von Grassme et al. beschrieben (Cell, Vol. 91, 605-615, 1997). Die 
Autoren konnten zeigen, da(J die saure Sphingomyelinase an einer 
Signaltransduktionskette in der Wirtszelle beteiligt ist, welche die Invasi- 
on eines bestimmten Gonokokken-Stammes vermittelt. Entscheidend 
15 sind hierbei bestimmte Oberflachenproteine auf dem bakteriellen Erre- 
ger, die sogenannten Opa-Proteine. Diese binden an einen spezifischen 
Rezeptor der eukaryotischen Wirtszelle, so da(J eine Phospholipase C 
aktiviert und Diacylglycerol gebildet wird. Dieses Diacylglycerol aktiviert 
wiederum die saure Sphingomyelinase, so dali durch die von diesem 
20 Enzym katalysierte Reaktion Ceramid gebildet wird. Diese Signalkaska- 
de konnte jedoch nur durch ganz bestimmte Bakterien bzw. Stamme in- 
duziert werden. Insbesondere war die Induzierbarkeit dieser Signalkas- 
kade abhangig von den Opa-Proteinen auf dem Bakterium. Es handelt 
sich hierbei also um einen vollig anderen, sehr speziellen Mechanismus 
25 im Vergleich mit dem im Zusammenhang mit der Erfindung entdeckten 
generellen Invasions- bzw. Infektionsmechanismus uber die besagten 
Membranplattformen. 



Durch die erfindungsgemafie Verhinderung der Ausbildung der Memb- 
30 ranplattformen und/oder der Zerstorung bereits gebildeter Membran- 
plattformen wird ein Eindringen der Erreger in die Wirtszelle verhindert. 
Dies wird im Rahmen der Erfindung vorzugsweise durch die Verwen- 
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dung von Hemmstoffen der sauren Sphingomyelinase und/oder von 
Hemmstoffen der Produkte der von diesem Enzym katalysierten Reakti- 
on erreicht. Dies hat gegenuber herkdmmlichen Behandlungsmethoden 
von Infektionskrankheiten den Vorteil, daB sich das Target fur den Wirk- 

5 stoff auf der Wirtszelle, also der zu infizierenden eukaryotischen Zelle, 
befindet. Durch die Erfindung wird ein genereller Infektionshemmer zur 
Verfiigung gestellt, der fur eine Vielzahl ganz unterschiedlicher pathoge- 
ner Erreger eingesetzt werden kann (z. B. Bakterien, Viren, Parasiten, 
Protozoen Oder Pilze). Dies ist ein entscheidender Vorteil gegenuber 

10 beispielsweise dem Einsatz von Antibiotika, die jeweils ganz spezifisch 
gegen den zu bekampfenden Erreger gerichtet sein mussen. Durch die 

• erfindungsgemafce Verwendung wird es nun auch moglich, gegen virale 
Infektionen vorzugehen, was bisher im allgemeinen in dieser Weise 
nicht mdglich war. Zusatzlich wird durch die ertlndungsgemafte Verwen- 
15 dung das Problem von sich entwickelnden Resistenzen der pathogenen 
Erreger umgangen, da der Wirkstoff nicht gegen den Erreger selbst, 
sondern gegen die von diesem Erreger in der Wirtszelle ausgelosten 
Reaktionen gerichtet ist. 

20 Von der Erfindung werden neben den Hemmstoffen, die direkt die Aktivi- 
tat der sauren Sphingomyelinase beeinflussen, auch Wirkstoffe umfalit, 
die Vorstufen des Enzyms und/oder Aktivierungsmechanismen des En- 
zyms beeinflussen. Weiterhin konnen die Wirkstoffe auch auf die Bil- 
dung, Stabilisierung, Mobilisierung und/oder Translokation der intrazellu- 
25 laren Vesikel wirken, in denen sich das Enzym in der Zelle befindet. 

Zudem umfaSt die Erfindung die Verwendung von Hemmstoffen, die die 
biologische Wirkung der Produkte, die durch die enzymatische Reaktion 
der sauren Sphingomyelinase entstehen, beeinflussen. Bei diesen Pro- 
30 dukten handelt es sich insbesondere um Ceramid, welches einen we- 
sentlichen Bestandteil der Membranplattformen bildet. Von der Erfin- 
dung umfalit sind daher Hemmstoffe, die das Ceramid modifizieren und 
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insbesondere inaktivieren, neutralisieren Oder zerstoren. Weiterhin kon- 
nen die Hemmstoffe die Zusammenlagerung der Ceramide verhindern, 
so da& die Plattformbildung beeintrachtigt wird. Zusatzlich umfaSt die 
Erfindung die Verwendung von Hemmstoffen, die die Funktionsfahigkeit 
5 der bereits gebildeten ceramidreichen Membranplattformen beeinflussen 
und/oder die Bildung der Membranplattformen von vornherein verhin- 
dern. 



Als erfindungsgemaB geeignete Hemmstoffe kommen eine Vielzahl ver- 
10 schiedener Substanzen in Frage, beispielsweise Peptide, Proteine oder 
auch anorganische Substanzen. Weiterhin umfalit die Erfindung auch 
Nukleinsauren als Hemmstoffe, sofern sie gemaS der erfindungsgema- 
fcen Verwendung als Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase und/ 
oder derer Reaktionsprodukte wirken. Beispielsweise sind hier Anti- 
15 sense-Molekule der sauren Sphingomyelinase geeignet. 



Vorteilhafterweise werden als Hemmstoffe pharmakologische Wirkstoffe 
eingesetzt, von denen bekannt ist, dali sie das Enzym saure Sphingo- 
myelinase hemmen. Besonders bevorzugt sind hierbei Antidepressiva, 
20 insbesondere trizyklische und/oder tetrazyklische Antidepressiva. Tri- 
zyklische Antidepressiva konnen beispielsweise einen proteolytischen 
Abbau des Enzyms bewirken, so date das Enzym nicht mehr aktiv sein 
kann und eine Ceramidbildung verhindert wird. Durch diese Verminde- 
rung der Ceramidfreisetzung wird die Plattformbildung innerhalb der 
25 Zellmembran verhindert, so daG es nicht zu einer Infektion der Zelle 
kommt. 



Als besonders vorteilhaft haben sich die Antidepressiva Amitryptilin und 
imipramin erwiesen. Diese Antidepressiva sind daher fur die erfindungs- 
30 gemafie Verwendung besonders bevorzugt. Hierbei handelt es sich um 
bekannte pharmakologische Wirkstoffe (Generika), die im wesentlichen 
keine Nebenwirkungen entfalten. Fur die erfindungsgemafie Verwen- 
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dung konnen diese Wirkstoffe in ublichen Darreichungsformen einge- 
setzt werden, insbesondere oral, intravenos, intramuskular, topisch oder 
auch durch Inhalation. Weiterhin sind ubliche Dosierungen fur die erfin- 
dungsgema&e Verwendung geeignet. Allerdings kann der erfindungs- 
gemaBe Effekt auch mit reduzierten Dosierungen erreicht werden. 

Desweiteren umfaBt die Erfindung die Verwendung von Hemmstoffen, 
die von trizyklischen und/oder tetrazyklischen Antidepressiva, insbeson- 
dere von Amitryptilin und/oder Imipramin, abgeleitet sind. Diese abgelei- 
teten Wirkstoffe weisen im wesentlichen die gleichen Effekte wie die An- 
tidepressiva auf, konnen jedoch weitere vorteilhafte Eigenschaften be- 
sitzen. Vorteilhafterweise k6nnen diese Substanzen derart modifiziert 
sein, dafc sie hydrophiler als die Ausgangssubstanzen sind. Dies be- 
wirkt, daR die modifizierten Substanzen in geringerem Umfang im Ge- 
hirn angereichert werden, als es beispielsweise die Substanzen Amitryp- 
tilin und Imipramin tun. Bei diesen beiden genannten Substanzen kann 
eine Anreicherung im Gehirn nach einigen Wochen nachgewiesen wer- 
den. Weitere vorteilhafte Eigenschaften von abgeleiteten Stoffen konnen 
eine bessere Stabilitat und/oder BioverfQgbarkeit sein. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung handelt 
es sich bei den Hemmstoffen urn Antikorper, insbesondere urn neutrali- 
sierende Antikorper. Diese Antikorper k6nnen sehr spezifisch mit dem 
Enzym saure Sphingomyelinase oder dessen Reaktionsprodukten, also 
insbesondere mit Ceramid, wechselwirken. Hierdurch wird die Aktivitat 
des Enzyms bzw. die biologische Wirkung des Reaktionsproduktes be- 
eintrachtigt und vorzugsweise gehemmt. Fur die erfindungsgemaSe 
Verwendung ist der Einsatz von Antikorpern als Hemmstoff sehr geeig- 
net, da die AntikGrper zum einen sehr spezifisch sind und Nebenwirkun- 
gen im allgemeinen vermieden werden. Als AntikSrper fur diese erfin- 
dungsgemaRe Verwendung sind polyklonale und wegen ihrer besonde- 
ren Spezifitat in bevorzugter Weise monoklonale Antikorper geeignet. 




Diese AntikSrper konnen unterschiedlichen Ursprungs sein, besonders 
bevorzugt sind humanisierte Antikorper. Unter humanisierten AntikOr- 
pern sind Antikorper gegen ein bestimmtes Antigen zu verstehen, die 
beispielsweise in Mausen generiert werden. Durch Umklonierung muri- 
5 ner Sequenzen in humane Sequenzen wird ein Hybrid-Molekul erhalten, 
bei welchem alle murinen Teile (auBer der variablen Domane) durch 
humane Sequenzen ersetzt sind. Damit ist der resultierende Antikorper 
mit groBer Sicherheit beim Menschen einsetzbar. 

10 Bei der Prophylaxe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten kann 
es unter Umstanden vorteilhaft sein, verschiedene der erfindungsgema- 
Ben Wirkstoffe miteinander zu kombinieren. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung ist, daB sich die Angriffspunkte der 
15 Wirkstoffe (Hemmstoffe), also insbesondere die saure Sphingomyelina- 
se bzw. Ceramid, an der Zelloberflache befinden. Diese Targets sind 
also fur die Wirkstoffe gut erreichbar, ohne daB es notwendig ware, daB 
die Wirkstoffe in die Zellen hineintransportiert werden muBten. Dies 
konnte insbesondere bei groBeren Wirkstoffen wie beispielsweise Anti- 
20 korper ein Problem darstellen, welches sich vorteilhafterweise bei der 
erfindungsgemaBen Verwendung nicht stellt. 

MM Bei den Infektionskrankheiten, die mit der erfindungsgemaBen Verwen- 
dung vorbeugend oder therapeutisch behandelt werden konnen, handelt 
25 es sich u. a. urn virale, parasitare und/oder mykologische Infektions- 
krankheiten. Weiterhin konnen auch Infektionskrankheiten behandelt 
werden, die durch Protozoen verursacht werden. Beispiele fur derartige 
Infektionskrankheiten sind Aids, Hepatitis A, rhinovirale Erkrankungen, 
Fruhsommer-Meningoenzephalitis (FSME), Roteln, Influenza und/oder 
30 Malaria. Weiterhin konnen auch bakterielle Infektionserkrankungen mit 
der erfindungsgemaBen Verwendung erfolgreich prophylaktisch und/ 
oder therapeutisch behandelt werden. Beispiele fur derartige Erkrankun- 
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gen sind Tuberkulose und Meningokokken-lnfektionen. Weiterhin kann 
die erfindungsgemaBe Verwendung auch mit Vorteil im veterinarmedizi- 
nischen Bereich eingesetzt werden. Bei den hier zu behandelnden Infek- 
tionskrankheiten handelt es sich beispielsweise urn Rinder- und/oder 
5 Schweinepest. 

Weiterhin umfaBt die Erfindung eine Verwendung von Hemmstoffen der 
sauren Sphingomyelinase und/oder von Hemmstoffen von Produkten 
der durch dieses Enzym katalysierten Reaktion, insbesondere von Ce- 
10 ramid, zur Herstellung eines Medikaments zur Prophylaxe und/oder The- 
rapie von Infektionskrankheiten. BezQglich weiterer Merkmale dieser er- 
findungsgemaBen Verwendung wird auf die obige Beschreibung verwie- 
sen. 

15 Die Erfindung umfaBt ferner eine pharmazeutische Zusammensetzung, 
die mindestens einen Wirkstoff gemaB der erfindungsgemaBen Verwen- 
dung enthalt, der ein von trizyklischen und/oder tetrazyklischen Antide- 
pressiva, insbesondere ein von Amitryptilin und/oder imipramin, abgelei- 
teter Stoff ist. Weiterhin umfaBt die Erfindung eine pharmazeutische Zu- 
20 sammensetzung, die mindestens einen AntikSrper, insbesondere einen 
neutralisierenden Antikorper enthalt, der gegen saure Sphingomyelinase 
gerichtet ist. DarOber hinaus umfaBt die Erfindung eine pharmazeutische 
Zusammensetzung, die mindestens einen gegen Ceramid gerichteten 
AntikSrper, insbesondere einen neutralisierenden Antikdrper, enthalt. 
25 Diese pharmazeutischen Zusammensetzungen umfassen auUerdem je- 
weils mindestens einen pharmazeutischen Trager. Fur die Herstellung 
dieser pharmazeutischen Zusammensetzungen bzw. entsprechende 
Medikamente konnen ubliche Methoden eingesetzt werden. Als Darrei- 
chungsformen sind beispielsweise Tabletten, Zapfchen, Injektionslosun- 
30 gen oder Infusionslosungen geeignet. 
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Die Erfindung umfaRt dariiber hinaus ein Verfahren zur Hemmung von 
Infektionen eukaryotischer Zellen, insbesondere von Saugerzellen, wel- 
ches dadurch gekennzeichnet ist, dafc die saure Sphingomyelinase 
und/oder Produkte der durch dieses Enzym katalysierten Reaktion in 
ihrer Aktivitat beeinflulit, insbesondere gehemmt, werden. Dieses Ver- 
fahren kann in vivo im intakten Organismus Oder auch in kultivierten 
Systemen, beispielsweise in Zellkulturen oder Gewebekulturen, durch- 
gefOhrt werden. BezQglich weiterer Merkmale dieses Verfahrens wird auf 
die obige Beschreibung verwiesen. 

SchlieBlich umfaSt die Erfindung die Behandlung von Infektionskrankhei- 
ten, wobei Hemmstoffe verabreicht werden, die das Enzym saure 
Sphingomyelinase und/oder Produkte der von diesem Enzym katalysier- 
ten Reaktion, insbesondere Ceramid, beeinflussen, vorzugsweise hem- 
men. Diese Behandlung erfolgt prophylaktisch und/oder wahrend oder 
nach einer erfolgten Infektion. Eine vorbeugende Behandlung kann bei 
allgemeiner Infektionsgefahr oder bevorzugterweise bei einer akuten 
Infektionsgefahr durchgefuhrt werden. Bezuglich weiterer Merkmale die- 
ser erfindungsgema&en Behandlung wird auf die obige Beschreibung 
verwiesen. 

Die genannten Merkmale und weitere Merkmale der Erfindung ergeben 
sich aus der nachfolgenden Beschreibung von Beispielen in Verbindung 
mit den Unteranspruchen und den Figuren. Hierbei konnen die einzel- 
25 nen Merkmale jeweils fur sich oder zu mehreren in Kombination mitein- 
ander verwirklicht sein. 

In den Abbildungen zeigen: 



30 



Fig. 1: 



Die saure Sphingomyelinase (ASM) wird durch Infek- 
tion mit Rhinoviren aktiviert. 
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Fig. 2: 



Rhinoviren induzieren Ceramidfreisetzung. 



Fig. 3: 



Amitryptilin und Imipramin hemmen dosisabhangig die 
Infektion menschlicher Zellen mit Rhinoviren. 



Fig. 4: 



Die zytotoxische Wirkung von Rhinoviren wird durch 
Amitryptilin bzw. Imipramin gehemmt. 



Beispiele 



Eine Infektion menschlicher Epithelzellen (Hela oder humane ex 
vivo Epithelzellen) aktiviert innerhalb von 10 bis 15 min. die saure 
Sphingomyelinase (ASM) urn das Drei- bis Vierfache. Dies wurde 
am Beispiel von Hela-Zellen gezeigt. Die Ergebnisse sind in Fig. 1 
zusammengefallt. Die Zellen wurden mit Rhinoviren (Stamm 14, 
MOI von 25) infiziert und die Aktivitat der Sphingomyelinase in Zel- 
lysaten gemessen. Dazu wurden die Zellen nach der Infektion ge- 
waschen, in 250 mM Natriumacetat (pH 5,0), 1,3 mM EDTA und 
0,05 % NP40 aufgenommen, durch Ultraschallbehandlung mit ei- 
nem Stabsonicator bei niedriger Energie aufgebrochen und mit 
[ 14 C]Sphingomyelin (0,5 pCi/Probe, 54,5 mCi/mmol; NEN) fur 30 
min. inkubiert. Der in vitro Enzymassay wurde durch Zugabe von 
800 Ml e'mer 2:1-Mischung aus CHCfe und CH 3 OH (v/v) sowie 200 
pi H 2 0 abgebrochen und die Freisetzung von [ 14 C]Phosphoryl- 
cholin in den walirigen Oberstand durch organische Extraktion 
szintigraphisch gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte + Stan- 
dardabweichung von drei Experimenten. 

Die Stimulierung der sauren Sphingomyelinase korreliert mit einer 
Freisetzung von Ceramid aus den infizierten Zellen. Dies ist in Fig. 
2 dargestellt. Hierfur wurden wiederum Hela-Zellen mit Rhinoviren 
(Stamm 14) infiziert. Die Messung von Ceramid erfolgte durch ei- 




nen Diacylgtycerol (DAG)-Kinase Assay (Grassme et al., Cell 91, 
605-615, 1997). Ceramid wurde durch Zugabe von DAG-Kinase 
und [ 32 P]yATP zu [ 32 P]-Ceramid umgebaut. Das phosphoryllerte 
Ceramid wurde dunnschichtchromatographisch aufgetrennt und 
szintigraphisch bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan- 
dardabweichung von drei Experimenten. 

Die Infektion menschlicher Epithelzellen mit Rhinoviren induziert 
die Bildung ceramid reicher Membranplattformen. Sowohl die sau- 
re Sphingomyelinase als auch Ceramid sind auf der Oberflache in 
Membranplattformen, an die auch die Rhinoviren binden, nach ei- 
ner Infektion zu finden. Als experimenteller Nachweis hierfiir wur- 
den humane nasale Epithelzellen mit Rhinovirusstamm 14 uber 20 
min. infiziert, fixiert und mit Cy3-markierten monoklonalen Anti- 
Ceramid-Antikorpern (Alexis) gefarbt. Im Konfokalmikroskop zeig- 
te sich kurze Zeit nach der Infektion die Bildung einer ceramidrei- 
chen Membranpiattform. Nicht infizierte Zellen zeigten kein Cera- 
mid auf der Zelloberflache. 

Eine pharmakologische Hemmung der sauren Sphingomyelinase 
blockiert die Infektion menschlicher Epithelzellen durch Rhinoviren 
dosisabhangig bis zu einer fast vollstandigen Hemmung der Infek- 
tion. Als Pharmaka wurden die Antidepressiva Imipramin und 
Amitryptilin, die in Kontrollexperimenten innerhalb von 20 min. bis 
zu 98 % der Aktivitat der sauren Sphingomyelinase blockieren, 
verwendet. Die Infektion menschlicher Epithelzellen durch Rhino- 
viren wurde in durchfluBzytometrischen Analysen des zytopathi- 
schen Effektes der Viren gemessen. Da Rhinoviren in diesen Zel- 
len Zelltod induzieren, kann der Zelltod als Mali fur eine Infektion 
der Zellen verwendet werden. Die Dosiswirkungskurve der Hem- 
mung der Infektion menschlicher Epithelzellen durch Imipramin 
und Amitryptilin ist in Fig. 3 dargestellt. Hierfur wurden humane 




Hela-Epithelzellen mit dem Rhinovirus-Stamm 14 fQr 24 h infiziert 
und die zytotoxische \A/irkung der Viren durchfluBzytometrisch 
nach Farbung mit FITC-Annexin gemessen. Amitryptilin bzw. 
Imipramin, die die saure Sphingomyelinase hemmen, wurden 30 
min. vor Infektion der Rhinoviren in einem serumfreien Medium zu 
den Zellen gegeben. Die Daten zeigen, daS die Pharmaka die vi- 
rale Infektion fast vollstandig hemmen. Amitryptilin und Imipramin 
hatten selbst keine zytotoxische Wirkung auf die Zellen. Gezeigt 
sind die Mittelwerte + Standardabweichung von drei Experimen- 
ten. 

Die zytotoxische Wirkung von Rhinoviren wird durch Amitryptilin 
bzw. Imipramin gehemmt. Fig. 4 zeigt die representative durch- 
fluBzytometrische Analyse der Hemmung der Infektion von Hela- 
Zellen durch Rhinoviren nach Behandlung mit Amitryptilin. Hierfur 
wurden humane Hela-Epithelzellen mit verschiedenen Rhinovirus- 
Stammen 24 h infiziert. Die Infektion wurde anhand der zytotoxi- 
schen Wirkung der Viren gemessen und durch Farbung der Zellen 
mit FITC-Annexin in einem Durchflufczytometer bestimmt. Eine 
Rechtsverschiebung der Kurve bedeutet einen Anstieg der FITC- 
Annexinbindung und ist damit ein Mali fur Zelltod. Amitryptilin bzw. 
Imipramin als Hemmstoffe der sauren Sphingomyelinase wurden 
30 min. vor Infektion mit den Rhinoviren zu den Zellen in einem 
serumfreien Medium zugegeben. Die Daten zeigen, daR die 
Pharmaka die virale Infektion fast vollstandig hemmen. Gezeigt ist 
die Wirkung von Amitryptilin, analoge Daten wurden fur Imipramin 
erhoben. Die linke Darstellung in Fig. 4 zeigt den Effekt ohne 
Wirkstoffzugabe, die rechte Darstellung den Effekt mit Wirkstoff- 
zugabe. 



Durch eine Behandlung von Hela-Zellen mit anti-Ceramid- 
Antikorpern wird eine Infektion der Zellen mit Rhinoviren nahezu 
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vollstandig gehemmt. FUr entsprechende Versuche wurden anti- 
Ceramid-Antikorper (Fa. Alexis) in einer Konzentration von 5 ng/ml 
mit den Viren (Rhinovirus-Stamme 2, 14 und 16) zu den Zellen 
gegeben. Die Infektion der Zellen mit den Rhinoviren wurde urn 
etwa 95% gehemmt. 
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PatentansprQche 



1 Verwendung von Hemmstoffen der sauren Sphingomyelinase und/ 
Oder von Hemmstoffen von Produkten der durch dieses Enzym 
katalysierten Reaktion, insbesondere von Ceramid, zur Prophyla- 
xe und/oder Therapie von Infektionskrankheiten. 

2. Verwendung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafc die 
Hemmstoffe Antidepressiva, insbesondere trizyklische und/oder 
tetrazyklische Antidepressiva sind. 

3. Verwendung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Antidepressiva Amitryptilin und/oder Imipramin sind. 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, da& die Hemmstoffe von trizyklischen und/ 
Oder tetrazyklischen Antidepressiva, insbesondere von Amitryptilin 
und/oder Imipramin, abgeleitete Stoffe sind. 

5. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Hemmstoffe Antikorper, insbeson- 
dere neutralisierende Antikorper, sind. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Antikorper gegen die saure Sphingomyelinase gerichtet sind. 

7. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafc die 
Antikorper gegen Ceramid gerichtet sind. 

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dali die Infektionskrankheiten virale, bakte- 
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rielle. parasitare und/oder mykologische Infektionskrankheiten 
sind. 

9. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Infektionskrankheiten Aids, Hepati- 
tis A, rhinovirale Erkrankungen, Fruhsommer-Meningoenzephalitis 
(FSME), Roteln, Influenza, Tuberkulose, Meningokokken-lnfek- 
tionen und/oder Malaria sind. 

10. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dali die Infektionskrankheiten Rinder- und/ 
oder Schweinepest sind. 

11. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame 
Menge mindestens eines von trizyklischen und/oder tetrazykli- 
schen Antidepressiva, insbesondere von Amitryptilin und/oder 
Imipramin, abgeleiteten Stoffes sowie einen pharmazeutischen 
Trager. 

12. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame 
Menge mindestens eines gegen saure Sphingomyelinase gerich- 
teten Antikorpers, insbesondere neutralisierenden Antikorpers, 
sowie einen pharmazeutischen Trager. 

13. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame 
Menge mindestens eines gegen Ceramid gerichteten Antikorpers, 
insbesondere neutralisierenden Antikorpers, sowie einen pharma- 
zeutischen Trager. 
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Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von Hemmstoffen der sauren 
Sphingomyelinase und/oder von Hemmstoffen von Produkten der durch 
dieses Enzym katalysierten Reaktion zur Prophylaxe und/oder Therapie 
von Infektionskrankheiten. Bei den genannten Produkten handelt es sich 
insbesondere urn Ceramid. Als Hemmstoffe sind in besonderer Weise 
neutralisierende Antikorper und/oder Antidepressiva bevorzugt, insbe- 
sondere trizyklische und/oder tetrazyklische Antidepressiva. 
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